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Beschreibung 

Es wird ein Verfahren zur Herstellung von IFN-beta in einer animalen Wirtzelle beschrieben. Das in 
hoher Ausbeute aus dem Zelluberstand isolierte IFN-beta besitzt eine spezifische Aktivitat von ca. 3.8 x 10 s 

5 lE/mg Protein. Biologische und immunologische Tests zeigen, dafi das isolierte IFN-beta weitestgehend mit 
dem naturlichen IFN-beta identisch ist. Das mit dem beschriebenen Verfahren hergestellte IFN-beta ist zu 
95% glykosyliert, wobei die Glykosylierung in Struktur und Sequenz weitgehend mit der von naturlichem 
IFN-beta ubereinstimmt, ohne jedoch mit ihr identisch zu sein. 

Interferone stellen eine Gruppe antiviral wirksamer Polypeptide dar, die als Folge eines Kontaktes mit 

10 exogenen Induktoren (beispielsweise Viren, Nukleinsauren, bestimmte Antigene) von den betroffenen Zellen 
gebildet werden. Eine Untergruppe bilden die Beta-lnterferone (IFN-beta), die hauptsachlich von Fibrobla- 
sten gebildet werden, Havell et al. (1972) und Stewart II (1979). Bislang sind 2 Spezies von beta- 
Interferonen bekannt, die einander aufgrund ihrer immunologischen Eigenschaften ahneln, so dal3 monoklo- 
nale, neutralisierende Antikorper isoliert werden konnten, die beide Interferone gleichermaBen inaktivieren s. 

15 Zilberstein et al. (1985). Hingegen gibt es keine Kreuzhybridisierung von IFN-beta-2 mRNA mit Proben von 
IFN-beta-1 cDNA in RNA-Gel-Blot-Hybridisierungsexperimenten und umgekehrt, Sehgal et al. (1980). 

IFN-beta-1 aus humanen diploiden Fibroblasten (FS-4), in der Folge als IFN-beta bezeichnet, befindet 
sich bereits seit geraumer Zeit im klinischen Einsatz. Es wurde bereits 1983 vom Bundesgesundheitsamt 
fur die Behandlung schwerer lebensbedrohender Virusinfektionen zugelassen. Auf Grund seiner Wirksam- 

20 keit und wegen des Mangels an anderen breit wirksamen Virostatika hat es sich in vielen Fallen als Mittel 
der Wahl erwiesen. 

Da jedoch die Herstellung auf der Basis normaler, nichttransformierter diploider Fibroblasten den 
Einsatz rarer und teurer Rohstoffe sowie die Verwendung kostenintensiver Zellsubslrate erfordert und da 
der Rationalisierung des Verfahrensablaufs enge Grenzen gesetzt sind, schrankt der hohe Preis des 
25 Medikaments den klinischen Einsatz stark ein. 

Diese Situation hat schon sehr fruh die Suche nach alternativen Herstellungsmethoden stimuliert und 
war damit einer der wichtigsten Antriebe fur die Entwicklung moderner gentechnologischer Verfahren 
uberhaupt. Die Einschleusung des Gens fur das humane IFN-beta in heterologe Wirtszellsysteme lag als 
einzige echte Alternative zu klassischen Optimierungsverfahren nahe, da deren Erfolgsaussichten aufgrund 
30 physiologischer Barrieren enge Grenzen gesetzt zu sein scheinen. 

Von den drei prinzipiell zur Verfugung stehenden Gruppen von Wirtszellsystemen, Prokaryoten, niede- 
ren und hoheren Eukaryoten wurde zunachst auf Grund des Standes der Technik sowie der extrem 
niedrigen Herstellungskosten allgemein dem bakteriellen Wirtssystem Escherichia coli (E.coli) der Vorzug 
gegeben. 

35 Trotz der hohen Erwartungen, die in dieses Produktionssystem gesetzt wurden, ist es bisher nicht 
gelungen, die groften Mengen Roh-IFN-beta, die sich mit dieser Methodik herstellen lassen, im technischen 
Mafistab aufzuarbeiten, Taniguchi et al.(1980) und Goeddel (1980). Die Hauptursache fur diese Schwierig- 
keiten liegt darin, dafi das Rohmaterial in denaturierter Form als inclusion-bodies in der Wirtszelle vorliegt. 
Dies ermoglicht zwar eine effiziente Trennung von Bestandteilen der Wirtszelle, aufgrund der Probleme in 

40 der weiteren Aufarbeitung (Schwerloslichkeit, Auftreten falscher Schwefelbrlickenbindungen) waren bisher 
jedoch die Ausbeuten an klinisch einsetzbarem Material sehr gering. Zu der teilweise mangelnden 
Wirksamkeit, die vermutlich auf Konformationsanderungen infolge Denaturierung oder nicht korrekt gebilde- 
ter intrachenarer Schwefelbrucken beruht, Lawn et al. (1981), kommt die Tatsache, dafi das Produkt im 
Gegensatz zu der naturlich vorkommenden Form nicht glykosyliert ist. 

45 Vor diesem Hintergrund ergab sich zunehmend die Notwendigkeit, die Entwicklung eukaryotischer 
Expressionssysteme voranzutreiben, die es erlauben auch heterologe Genprodukte komplexerer Struktur 
durch korrektes "processing" in weitgehend authentischer Form herzustellen. Systeme dieser Art sind im 
Laufe der Zeit von einer Reihe Autoren beschrieben worden, Reyes et al. (1982), Mitrani-Rosenbaum et al.- 
(1983), Smith et al. (1983), McCormick et al. (1984), Chernajovsky et al. (1984), Fukunaga et al. (1984), 

so Page et al. (1985). 

Konstruktionsprinzip 

Im folgenden wird die Konstruktion einer neuen Zellinie BIC mit Hilfe gentechnologischer Methoden 
55 beschrieben, die es erlaubt, im Vergleich zu herkommlichen Methoden groBe Mengen eines mit der 
naturlichen Substanz weitgehend identischen, nativen Produkts zu wesentlich geringeren Kosten herzustel- 
len. 
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Wirtszellinie 

Als Wirtszellinie wurde die von Urlaub et al. (1980) beschriebene DHFFT-Mutante der permanenten 
CHO-Linie (Chinese hamster ovary) gewahlt. 

5 

Vektoren 
Interferon-Gen 

w Als Ausgangsmaterial diente der Plasmid-Vektor pBR 13, der das genomische IFN-beta Gen enthalt. 
Ein definierter Abschnitt dieser genomischen DNA wurde nach den von Maniatis et al. (1982) beschriebenen 
Methoden verkurzt und mit einem bereits bekannten Vektor (pSVd2-3) rekombiniert. 

Promotor 

75 

Einen weiteren wichtigen Schritt bildete die Auswahl eines geeigneten Promotors zur Regulation der 
Expression. Gegenuber der Moglichkeit induzierbare Promotoren einzusetzen, Hauser et al. (1982) und 
Brinster et al. (1982), wurde dem von Mosthaf et al. (1985) beschriebenen starken konstitutiven Promotor 
von SV 40 den Vorzug gegeben, der zudem noch eine enhancer Region enthalt. Die eigenen nachteiligen 
20 Erfahrungen mit induktionsabhangigen Produktionsverfahren (negative Ruckkopplung, Cytotoxizitat) auf der 
einen Seite sowie die Moglichkeiten, die andererseits permanente Fermentationsverfahren selbst fur obligat 
adharente Zellkulturen bieten, fuhrten zu dieser Entscheidung. Das weiter unten detailliert beschriebene 
Konstrukt wurde pSVIFNAsu genannt. 

25 Selektion 

Zur Selektion und Amplifikation in Richtung auf eine hoch exprimierende Zellinie wurde das DHFR-Gen 
getrennt in einem zweiten Plasmid pAdD26SV(A)-3 eingefuhrt. Letztere ermoglicht durch die Wechselwir- 
kung des eigenen Adenopromotors mit der enhancer-Region des SV 40 Promotors (s.o.) die Selektion auf 
30 IFN-beta Expression. Im vorliegenden Konstrukt wurde, wie erwartet, die gemeinsam transfizierte DNA in 
enger Nachbarschaft integriert. 

Transfektion 

35 Der oben beschriebene Expressionsvektor, der regulatorische Sequenzen und das Strukturgen enthielt, 
sowie das Selektionsplasmid, das die Defizienz der Zellinie repariert, wurden gemeinsam in einem 
experimentell ermittelten optimalen Mischungsverhaltnis nach einer Calciumphosphat-Prazipitationsmethode 
transfiziert. 

40 Amplifikation, Klonierung und Zellbank 

Interferon exprimierende Klone aus dem Transfektionsansatz wurden mit einem zuerst von Kaufman et 
al. (1985) beschriebenen Verfahren uber mehrere Stufen der Methotrexat-Konzentration ohne Zwischense- 
lektion auf hochproduzierende Kolonien amplifiziert, anschliefiend kloniert und uber serielle Passagen eine 
45 ausreichende Zellzahl erhalten, die nach den ublichen Methoden der Konservierung als Stammzellbank in 
flussigem Stickstoff eingelagert wurden. 

Ergebnisse 

so Rohstoffproduktion 

Die auf dem beschriebenen Wege erhaltene Zellinie mit der Laborbezeichnung BIC 8622 (BIC, ECACC 
Eingangs-Nr. 87040301) sezerniert nach Konfluenz in ublichem Zellkulturmedium (modified Eagle's MEM 
mit Earle's Salzen) supplementiert mit 1-5 % NCS bzw. FCS in stationarer Kultur in Multitrays (NUNC) wie 
55 im Fermenter auf Mikrotragern (Cytodex III, Pharmacia) konstitutiv zwischen 0,4 und 1,6 * 10 9 Internationale 
Einheiten an IFN-beta pro Tag in einem Liter Kulturuberstand. 
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Anreicherung 

Die Anreicherung erfolgt uber Adsorption an einen Sulfopropyl-Kationenaustauscher und anschlieGende 
Immunsorption an Anti-IFN-beta-Sepharose (Celltech, Slough). Da diese Immunsorptionsmatrix monoklonale 
5 Antikorper gegen natives Fibroblasten-lnterferon enthalt, ist die Adsorption und Desorption unter den vom 
Hersteller fur die Immunbindungsreaktion optimierten Bedingungen ein Hinweis auf die Identitat des 
synthetisierten MolekLils, der mit Hilfe eines unter Benutzung der gleichen Antikorper entwickelten ELISA's 
quantifiziert werden konnte. Als weiterer Reinigungsschritt schlieBt sich eine FPLC-Gelfiltration zur Entfer- 
nung von Begleitstoffen niederen und hoheren Molekulargewichts an. 

10 

Charakterisierung 
Biologische Wirkung: 

15 Der fur den Nachweis von naturlichem IFN-beta aus FS-4 Zeilen entwickelte Bioassay, der die antivirale 
Aktivitat ausnutzt, indem er die Hemmung des cytopathischen Effekts von murinem Encephalomyocarditis- 
Virus (EMCV) auf eine Indikatorzellinie (FS-4) quantifiziert, modifiziert nach Havell et al. (1972), ist ohne 
Einschrankung auch fur den Nachweis des IFN-beta aus BIC-Zellen verwendbar. Die mit diesem Test und 
der Proteinbestimmung nach Lowry et al. (1951) ermittelte spezifische Aktivitat entspricht mit 2-3 * 10 s IE 

20 im Rahmen der MeQgenauigkeit den fur FS-4 Interferon ermittelten Daten. 

Immunologische Charakterisierung: 

Neben der Immunaffinitatschromatographie, die zur Anreicherung des IFN-beta aus BIC diente, wurde 
25 mit Hilfe eines neu entwickelten ELISA und mittels Immunblotting-Techniken der Nachweis weitgehender 
Ubereinstimmung in den molekularen Eigenschaften des naturlichen und des rekombinanten IFN-beta 
gefuhrt. Bei den verwendeten Antikorpern handelt es sich urn monoklonale aus Maus Hybridomen (MAK 
BO-2, Celltech) und polyklonale IgG von der Ziege (Rega Institut, Leuwen). 

30 Proteinchemische Charakterisierung: 

Die mit immunologischen Methoden ermittelten Daten wurden durch die Aminosaurenanalyse und die 
Sequenzierung von 15 N-terminalen Aminosauren erganzt. Dabei lieGen sich keine Unterschiede zwischen 
naturlichem, Knight et al. (1980) und rekombinantem IFN-beta nachweisen. Die Untersuchung des Kohlenh- 
35 ydratanteils ergab fur das rekombinante IFN-beta eine weitgehend einheitliche Glykosylierung, wahrend das 
naturliche IFN-beta eine Kohlenhydratheterogenitat aufweist. 

Experimenteller Teil 

40 Materialien: 

E.coli K12 DH 1 (DSM 4079) 
CHO DUK DHFR-BF (ECACC Eingangs-) Nr. 87041401) 

45 

pBR 13: (DSM 4074P) 
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55 

P SVd2-3: (DSM 4075P) 



Diese Zellinie ist durch Mutagenese und Se- 
lektion auf Abwesenheit der Dihydrofolatre- 
duktase aus der Linie CHO-K1 (ATCC CCL 
61) hervorgegangen, Urlaub et al. (1980). 
Bei diesem Plasmid handelt es sich urn ein 
Derivat des Klonierungsplasmids pBR 325, 
Bolivar et al. (1977), in dessen einzige Eco 
Rl-Schnittstelle ein 1.83 kb langes DNA- 
Fragment eingesetzt ist. Dieses Fragment 
ist in dem Cosmid pCos IFN-beta enthalten 
(Gross et al., 1981), das seinerseits Teil 
einer Cosmid-Bank aus menschlicher Pla- 
zenta-DNA ist. 

Dieses Plasmid ist ein Derivat des Klonie- 
rungsvektors pAT 153, das Sequenzen aus 
dem eukaryontischen DNA Virus SV 40, 
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5 



Fiers et al. (1978) enthalt. Ausgangsplasmid 
zur Konstruktion der entsprechenden Vektor- 
Plasmide war eine Konstruktion zur Expres- 
sion des Dihydrofolatreduktase-Gens der 
Maus, Subramani et al. (1981). Die verwen- 
dete Modifikation des Expressionsvektors 
pSV wurde von Herrn Dr. D. Huylebroeck 
hergestellt und ist im wesentlichen in der 
Arbeit von Fransen et al. (1985) beschrie- 
ben. 



pAdD26SV(A)-3: (DSM 4076P) 



Plasmid Derivat, das aus der Deletion eines 
1.1 kb langen DNA Fragments aus dem Klo- 
nierungsvektor pBR 322 hervorgegangen ist, 
Lusky et al. (1981). Weiterhin ist in dem 
Plasmid das Transkriptionsinitiations-Signal 
(Adenovirus major late promoter) aus dem 
eukaryontischen DNA Virus Adeno 2 enthal- 
ten sowie die cDNA des Dihydrofolatreduk- 
tase-Gens aus der Maus, das Polyadenylie- 
rungssignal und ein 200 bp langes Frag- 
ment mit dem Ursprung der Replikation aus 
SV 40, (Kaufman et al. 1982a). 



75 
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Expressionssystem 



25 



Das verwendete Expressionssystem stutzt sich auf eine Zellinie aus Eierstockzellen des chinesischen 
Zwerghamsters (CHO, ATCC CCL 61 CHO-K1), die durch Mutagenese defizient fur das Enzym Dihydrofo- 
lat-Reduktase gemacht wurden, Urlaub et al. (1980). Durch Inkubation eines Calciumphosphat-Prazipitats 
von DNA mit diesen Zellen ist es moglich, in einer sehr geringen Haufigkeit die Aufnahme dieser DNA in 

30 die Zellen zu erreichen, Graham et al. (1973). Die so in die Zellen eingebrachte DNA wird meist verknupft 
und in das Genom der betreffenden Zelle eingebaut. Dort wird sie ausschlieBlich im Zuge der zellularen 
DNA-Replikation oder durch im Zellgenom ablaufende Rekombinationsvorgange vermehrt oder verandert, 
verhalt sich also wie ein integraler naturlicher Bestandteil des zellularen Genoms. Im speziellen Fall wurde 
ein Expressionsplasmid zur Expression des menschlichen IFN-beta Gens und durch Anbieten in Mischung 

35 auch ein Plasmid zur Expression des cDNA Dihydrofolatreduktase Gens aus der Maus in die CHO Zellen 
eingebracht. Der Status des Expressionsplasmids laBt sich mit Hilfe der sog. Southern Blot-Technik 
feststellen. Dazu wird die zellulare DNA mit Restriktionsendonukleasen gespalten und auf einem Agarosegel 
in einem elektrischen Feld aufgetrennt. Die DNA Spaltstucke werden dann an eine Nylon-Filtermembran 
gebunden und durch DNA-DNA Hybridisierung mit radioaktiv markierter Plasmid DNA detektiert. 



Isolierung des Interferon-beta-Gens 

Als Ausgangsplasmid zur Isolierung von DNA-Restriktionsfragmenten mit dem IFN-beta Gen diente das 
Plasmid pBR 13. Zur Herstellung dieses Plasmids, wurde ursprunglich die flir IFN-beta codierende mRNA 

45 aus FS 4-Fibroblasten in cDNA ubersetzt und durch Hybridisierung mit komplementarer genomischer DNA 
ein das IFN-beta-Gen enthaltendes Cosmid pCOSIFN-beta aus einer Genbank (Humanplazenta) isoliert. 
Durch Spaltung des Plasmids pBR 13 mit der Restriktionsendonuklease Eco Rl wurde zunachst das 
Fragment mit dem IFN-beta Gen aus pCoslFNbeta freigesetzt und anschlieBend nach Isolierung desselben 
durch weitere Spaltung mit den Restriktionsendonukleasen Hinc II, bzw. Nco I und Hind III kleinere DNA- 

50 Stucke mit dem IFN-beta Gen gewonnen. 

Konstruktion der Expressionsplasmide 

Fur die Konstruktion des Plasmids zur Expression von menschlichen IFN-beta wurde ein Expressions- 
55 vektor mit der Bezeichnung pSVd2-3 verwendet. Die funktionalen Komponenten dieses Vektors gewahrlei- 
sten eine autonome DNA Replikation in E. coli sowie die Selektion der E. coli Zellen mittels Ampicillin 
(Ursprung der Replikation des Transfer-negativen Plasmids pAT 153 und des ^-Lactamase Gens). Die 
Komponenten, die fur eine Funktion in eukaryontischen Zellen bestimmt sind, bestehen aus der Promotor- 
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Enhancer Region der fruhen Gene des Virus SV 40 zur Initiation der Transkription der nachgeschalteten 
Gene sowie der des Polyadenylierungssignals des SV 40 Virus zum Anhangen einer polyA Sequenz an die 
transkribierte mRNA, falls dem eingesetzten Gen eine solche Signalsequenz fehlen sollte. Zwischen dem 
Signal zur Transkriptionsinitiation und der Polyadenylierungssequenz befinden sich mehrere synthetisch 

5 erzeugte Erkennungs- und Spaltsequenzen fur Restriktionsendonukleasen zum Einsetzen von zu exprimie- 
render DNA. Die Spaltstelle der Nuklease Xba I wurde zur Klonierung der humanen IFN-beta DNA in diesen 
Vektor gewahlt. Dazu wurde der Vektor mit Xba I gespalten. Aus dem Plasmid pBR 13 wurde zunachst ein 
Eco Rl Fragment mit IFN-beta Gen und aus diesem weiter ein Ncol - Hind III Subfragment mit IFN-beta 
Gen isoliert. Die durch die Spaltung mit den Restriktionsendonukleasen entstandenen uberhangenden 

10 Einzelstrang-DNA Enden wurden durch Inkubation mit Nukleosid-Triphosphaten und der DNA-Polymerasel 
aus E. coli aufgefullt. An die so erzeugten glatten DNA Enden des Fragmentes wurden nun synthetisch 
hergestellte Oligonukleotide mit der Erkennungssequenz der Restriktionsendonuklease Xba I enzymatisch 
angehangt. Uberschussige Oligonukleotide wurden durch Inkubation mit der Nuklease Xba I entfernt und es 
wurden dadurch gleichzeitig uberhangende Einzelstrangenden geschaffen, die zu denen der Vektor-DNA 

is komplementar waren. Die Vektor DNA und die IFN-beta DNA wurden enzymatisch zusammengefugt und in 
E. coli Zellen eingebracht. Die Zellen mit IFN-beta DNA wurden durch DNA-DNA Hybridisierung identifiziert 
und zur Reinigung groGerer Mengen Plasmid-DNA herangezogen. Diese Plasmid-DNA wurde durch Spal- 
tung mit verschiedenen Restriktionsendonukleasen charakterisiert und jenes Plasmid zum weiteren Vorge- 
hen ausgewahlt, und als pSV IPN Nco (DSM 4077P) bezeichnet, das den Erwartungen entsprach. Das 

20 Plasmid pSV IFN Nco wurde dann partiell mit dem Enzym Xba I gespalten und die Spaltstucke gelelektro- 
phoretisch aufgetrennt. Die dem linearen Plasmid entsprechende Bande wurde nach Anfarbung mit dem 
Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid und Sichtbarmachung unter UV-Licht ausgeschnitten und die DNA 
isoliert. Die isolierte DNA wurde dann mit der Nuklease Asu II inkubiert und danach enzymatisch zum Ring 
geschlossen. Aus dieser Vorgehensweise resuitierte die Deletion eines Xba I - Asu II Fragmentes aus dem 

25 ursprunglichen Expressionsplasmid pSV IFN Nco. Das so hergestellte Expressionsplasmid wurde pSV IFN 
Asu (DSM 4078P) genannt und zur Transfektion einer Dihydrofolatreduktase defizienten CHO-Zellinie 
eingesetzt Zellen, die mit diesem Expressionsplasmid pSV IFN Asu transfiziert worden sind und seine DNA 
in das Zellgenom integriert haben, werden zur Bildung einer mRNA veranlaSt, die aus einem 60 Nukleotide 
langen Abschnitt von SV 40 spezifischen Sequenzen und daran angeschlossen nahezu der authentischen 

30 IFN-beta mRNA besteht. Diese mRNA wird von dem Proteinsynthese-Apparat der Zelle in ein IFN-beta 
Protein ubersetzt, das in seinem amino-terminalen Bereich und in seiner Aminosaurezusammensetzung 
dem naturlichen IFN-beta Protein aus humanen Fibroblastenzellen entspricht und im Gegensatz zu dem in 
E. coli produzierten Proteinen glykosyliert ist. 

Aus den eingesetzten DNA-Spezies und der Konstruktionsweise des Expressionsplasmids pSV IFN Asu 

35 ISSt sich die Primarstruktur der mRNA ableiten, die in eukaryontischen Zellen, die dieses Plasmid in ihr 
Genom integriert haben, gebildct wird. In Abb. II ist die Struktur des Expressionsplasmids mit detailliertem 
Ausdruck der relevanten Schnittstellen wiedergegeben. Eine Ubersetzung der Nukleotidsequenz mit Hilfe 
des genetischen Code in eine Aminosauresequenz ergibt die Primarstruktur, des authentischen IFN-beta 
aus menschlichen Zellen, Tavernier et al. (1984). 

Transfektion 

Das Einbringen der Expressionsvektor-DNA in die CHO-Zellinie erfolgte im wesentlichen nach einer 
Methode von Graham et al. (1973) beschrieben und von Wigler (1979) modifizierten Methode. Im Prinzip 

45 wird bei dieser Methode den Zellen DNA angeboten, die aus einer Losung mit CaP04 als Coprazipitat 
ausgefallt wurde. Wahrscheinlich durch Phagocytose wird diese DNA dann von den Zellen aufgenommen 
und uber noch nicht aufgeklarte Mechanismen meist aneinandergereiht und in das zellulare Genom 
integriert. Dieser ProzeB wird als Transfektion von Eukaryontenzellen mit DNA bezeichnet. Durch gemeinsa- 
me Ausfallung eines Vektors zur Expression des Enzyms Dihydrofolat-Reduktase mit dem eigentlichen 

so Expressionsvektor konnen bei Verwendung von Dihydrofolat-defizienten CHO Zellen nach dem Transfek- 
tionsvorgang solche Zellen selektiert werden, die DNA aufgenommen und in ihr Genom integriert haben. 
Dies geschieht durch Kultivierung der Zellen in einem Zellkultur-Medium, dem Bausteine fur die Nuklein- 
sauresynthese fehlen. 

55 Amplifikation und Selektion 

Die Kulturuberstande der so transfizierten und selektierten Zellen wurden auf beta-lnterferon-Aktivitat 
gepruft. Die in diesem Test positiven Klone wurden einem Verfahren unterworfen, das zum Ziel hatte, die in 
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den Zellen eingebrachten DNA selektiv zu vermehren und durch Erhohung der Kopienzahl der Interferon 
Gene eine Steigerung der beta-lnterferon-Produktion zu erreichen. Dies ist grundsatzlich nach dem Gen- 
Dosis-Effekt moglich. Das zu diesem Zweck angewandte Verfahren sieht eine Selektion der beta-lnterferon 
produzierenden Zellen in Kulturmedium vor, das den Enzyminhibitor ( + )Amethopterin enthalt. Durch diesen 

5 Inhibitor wird das Enzym Dihydrofolat-Reduktase, dessen Gen durch die Transfektion in die CHO-Zellen 
eingebracht worden war, konzentrationsabhangig gehemmt. Durch diese Hemmung besitzen solche Zellen 
einen Wachstumsvorteil, die die Gen-Dosis des Dihydrofolatreduktasegens liber eine Vermehrung der 
entsprechenden DNA erhoht haben. Da in solchen DNA-Vervielfaltigungsprozessen meist groBere Abschnit- 
te einbezogen sind und die transfizierten DNA-Spezies meist benachbart in das Genom der Zellen integriert 

w werden, wird dadurch gleichzeitig auch die Gen-Dosis des beta-lnterferon Gens erhoht. Durch stufenweise 
Erhohung der ( + )Amethopterin-Konzentration im Kulturmedium und dazwischenliegende Selektions und 
Expansionsphasen wurde eine Zell-Mischung hergestellt, die beta-lnterferon in groBer Menge an das 
Kulturmedium abgibt. Aus dieser Mischung wurden durch verdunntes Aussaen der Zellen in den Kulturgefa- 
Ben und Isolierung der Zell-Kolonien mit Hilfe von Metallzylindern reine Linien von Zellen hergestellt, die 

75 ebenfalls groBe Mengen beta-lnterferon an das Kulturmedium abgeben. 

Von diesen als "BIC"-Zellen bezeichneten Klonen wurde den einschlagigen Richtlinien entsprechend 
eine Herstellerzellbank (= Produktionszellbank) eingerichtet und Aliquots dieser Zellen beim "Public Health 
Laboratory Service, European Collection of Animal Cell Cultures (ECACC)" mit der Eingangs-Nr. 87040301 
hinterlegt. 

20 

Anreicherung 

Aus einer konfluenten stationaren Kultur von BIC, die der Produktionszellbank entnommen wurden, 
wurden durch mehrfache Ernte im 24-Stunden Rhythmus 15 I Kulturuberstande mit einem durchschnittli- 
chen Interferongehalt von 225 000 IE/ml gepoolt und gemeinsam auf einen Kationenaustauscher (Sulfopro- 
pyl) aufgetragen. In 175 ml Eluat waren 3 * 10 9 IE enthalten, was einer Ausbeute von 83 % entspricht. Die 
anschlieBende Immunsorption an BETA RESOLUTE (R) (Celltech) ergab ein Elutionsvolumen von 112 ml, in 
dem mit 2,2 * 10 9 IE noch 72 % des Interferons mit einer spezifischen Aktivitat von 3.8 x 10 8 lE/mg Protein 
enthalten waren. Die abschliefiende Gelfiltration erbrachte eine Gesamtausbeute von 48 %. 

Analytik 

Biologische und immunologische Charakaterisierung 

35 Hochgereinigte Praparationen von rekombinaten BIC-beta-IFN und naturlichen FS 4-beta-IFN wurden 
auf ihren Interferongehalt im antiviralen Bioassay gepruft. Parallel dazu wurde eine Proteingehaltsbestim- 
mung nach Lowry durchgeflihrt. Es ergab sich fur das naturliche Material eine spezifische Aktivitat von etwa 
2,7-3*1 0 s International Einheiten (IE) pro Milligramm Protein und fur das rekombinante Material eine 
Aktivitat von 3 - 4 x 10 s lE/mg. Diese Werte entsprechen dem aus der Literatur bekannten Daten fur 

40 naturliches Interferon. Aufgrund der relativ hohen MeBungenauigkeit des Bioassays kann eine prazisere 
Bestimmung der spez. Aktivitat nach dem Stand der Technik derzeit nicht erreicht werden. 

Das Ausgangsmaterial, sowie die angereicherten und hochgereinigten Fraktionen wurden neben dem 
antiviralen Bioassay auch einem enzymgekoppelten Immuntest (ELISA) unterworfen. 

Fur diesen Test wird die Plastikoberflache von Mikrotiterplatten mit polyklonalen anti-IFN-beta-Antikor- 

45 pern von der Ziege beschichtet. AnschlieSend wird eine Verdunnung der zu bestimmenden Probe aufge- 
bracht. Das beta-IFN bindet nun an die immobilisierten Antikorper. In dem nachsten Schritt laBt man diesen 
Komplex mit einer Losung monoklonaler anti-IFN-beta-Antikorper von der Maus reagieren. Der jetzt 
entstandene Gesamtkomplex wird mit anti-Maus-lgG-Antikorpern, die vorher mit Meerrettich-Peroxidase 
konjugiert wurden, inkubiert. Nach Entfernung der ungebundenen Antikorper kann durch eine Farbreaktion 

so die Menge der gebundenen Peroxidase und damit auch die Menge des gebundenen beta-IFN bestimmt 
werden. 

Dieser Test wurde fur naturliches, aus FS 4-Fibroblasten gewonnenes beta-IFN validiert. Dazu wurden 
Verdunnungsreihen von Proben mit bekannntem Interferongehalt zusammen mit Aliquots des Internationalen 
beta-IFN Standards (NIH, G-023-902-527) gepruft. Es ergab sich stets eine strenge Korrelation zwischen 
55 dem Bioassay und dem ELISA. 

In gleichem MaBe entsprachen auch die aus den Kulturuberstanden von BIC-Zellen gewonnenen, 
angereicherten und hochgereinigten IFN-Praparationen im ELISA den Werten, die parallel im antiviralen 
Bioassay ermittelt wurden. Zur Standardisierung dienten in alien Fallen Aliquots des Internationalen 
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Standards oder an diesem kalibrierte Praparationen. Damit konnte also gezeigt werden, daB auch die fur 
den ELISA relevanten, antigenen Eigenschaften zwischen naturlichem und rekombinantem beta-IFN iden- 
tisch sind. 

5 Sequenz/Aminosaurezusammensetzung 

Das nach dem beschriebenen Verfahren hergestellte und gereinigte rekombinante IFN-beta wurde 
bezuglich seiner Aminosaurezusammensetzung und seiner Amino-terminalen Sequenz analysiert. 

Die Teilsequenzierung bis zur 15. Aminosaure wurde mittels Edman-Abbau in einem automatischen 
io Gasphasensequenator (Fa. Applied Biosystems, Typ 470 A) durchgefuhrt. Dabei wurden die resultierenden 
Phenylhydantoin-Derivate auf einer PTH-C18-Matrix getrennt und anschlieBend detektiert. Das Resultat 
stimmt mit den von Lawn et al. (1981), Ohno et al. (1981) und Derynck et al. (1980) publizierten Daten 
uberein. Bei der Analyse der Aminosaurezusammensetzung, bei der die PTH-Aminosauren nach der 
Hydrolyse der gleichen Trennmethode unterworfen wurden, konnten die von Knight et al. (1980) fur FS-4 
is ermittelten Werte auch fur das IFN-beta aus CHO bestatigt werden. 

Glykosyliering 

Das nach Deglykosylierung oder nach Hemmung der Glykosylierung mit Tunicamycin erhaltene 
20 Polypeptid wies die gleichen elektrophoretischen Eigenschaften unter denaturierenden und nicht denatuie- 
renden Bedingungen auf wie das gleichermaBen gewonnene IFN-beta aus FS-4. Die durch Glykopeptidase 
F freigesetzten Oligosaccharide wurden nach sequentiellem Abbau durch Exoglykosidase einer Methylie- 
rungsanalyse und FAB-Massenspektrometrie unterworfen. Dabei konnte feslgestellt werden, daB 95 ± 5 % 
der Kohlenhydratseitenketten biantennaren Komplex-Typs waren und folgende Struktur aufwiesen: 

25 



NeuAea2-3GaLJl-4GlcNAc/U-2Mm a l 



Man^l-4GkNAc^l-4GlcNAc 
3 | 
/ Fucal-6 

N«uAca2-3G»Wl-4GlcNA<tfl-2Man<»l 



35 
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35 Patentansprliche 

1. Rekombinantes DNA-Molekul pSVtss _ AsulFN (DSM 4078P) mit der in Figur 2 angegebenen Restrik- 
tionskarte. 

40 2. Rekombinante Zellinie zur Herstellung von humanem IFN-01 in verbesserten Ausbeuten erhalten durch 
Transfektion mit dem rekombinanten DNA-Molekul nach Anspruch 1 . 

3. Rekombinante Zellinie zur Herstellung von humanem IFN-j81 in verbesserten Ausbeuten erhalten durch 
Cotransfektion mit dem rekombinanten DNA-Molekul nach Anspruch 1 und dem Vektor pAdD26SV(A)-3 

45 (DSM 4076 P). 

4. Rekombinante Zellinie nach Anspruch 2 oder 3, bei der die Ausgangszellinie eine CHO DHFR _ -Zellinie, 
vorzugsweise eine von CHO-K1 (ATCC CCL 61) abgeleitete Zellinie ist. 

so 5. Rekombinante Zellinie BIC 8622 (ECACC 87040301). 

6. Verfahren zur konstitutiven Herstellung von humanem IFN-/31, bei dem man eine rekombinante Zellinie 
nach einem der Anspruche 2 bis 5 zuchtet und das IFN-j81 aus dem Zelluberstand isoliert. 

55 7. Humanes IFN-01 mit den folgenden Merkmalen: 

(a) die relative Aminosaurezusammensetzung (±10 %) nach 22stundiger Hydrolyse in 6N HCI bei 
110°C ist: 



EP 0 287 075 B1 



ASX 
THR 
SER 
GLU 
GLY 
ALA 

" nicht bestimmt 



CYS 
VAL 
MET 
ILE 
LEU 
PRO 



TYR 
PHE 
HIS 
LYS 
TRP 
ARG 



(b) die N-terminale Aminosaure-Sequenz ist: 

H 2 N-MET-SER-TYR-ASN-LEU-LEU-GLY-PHE-LEU-GLN-ARG-SER-SER-ASN-PHE 1 5 

(c) 95±5 % der Kohlenhydratseitenketten des biantennaren Komplex-Typs weisen folgende Sequenz 
und Struktur auf: 



N«uAe«2-3G«l*l-4CleNAe41-2M«a«l 



Maatf 1 -4 GlcN Ac5 1 -4 G lcN Ac 



N«ttAca2-3G4LJl~4GlcNActfl.2M«aal 



(d) es ist erhaltlich durch Zuchtung der rekombinanten Zellinie BIC 8622 (ECACC 87040301) und 
Isolierung aus dem Zelluberstand. 

8. Arzneimittel, enthaltend ein nach dem Verfahren von Anspruch 6 hergestelltes humanes IFN-/31 Oder 
ein humanes IFN-/S1 nach Anspruch 7. 

9. Arzneimittel nach Anpruch 8 zur Behandlung von Virusinfektionen. 
Claims 

1. The recombinant DNA molecule pSVtss~AsulFN (DSM 4078P) having the restriction map depicted in 
Figure 2. 

2. A recombinant cell line for producing human IFN-/31 in improved yields obtained by means of 
transfection with the recombinant DNA molecule according to claim 1. 

3. A recombinant cell line for producing human IFN-/31 in improved yields obtained by means of co- 
transfection with the recombinant DNA molecule according to claim 1 and the vector pAdD26SV(A)-3 
(DSM 4076 P). 

4. The recombinant cell line according to claim 2 or 3 wherein the initial cell line is a CHO DHFR - cell 
line, preferably a cell line derived from CHO-K1 (ATCC CCL 61). 

5. The recombinant cell line BIC 8622 (ECACC 87040301). 

6. A method for the constitutive production of human IFN-01 wherein a recombinant cell line according to 
any of claims 2 to 5 is cultivated and the IFN-,81 is isolated from the cell supernatant. 

7. Human IFN-/31 having the following characteristics: 

(a) the relative amino acid composition (±10 %) after a 22 hours' hydrolysis in 6N HCL at 1 10 0 C is: 
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ASX 
THR 
SER 
GLU 
GLY 
ALA 

"not determined 



CYS 
VAL 
MET 
ILE 
LEU 
PRO 



TYR 
PHE 
HIS 
LYS 
TRP 
ARG 



(b) the N-terminal amino acid sequence is: 

H 2 N-MET-SER-TYR-ASN-LEU-LEU-GLY-PHE-LEU-GLN-ARG-SER-SER-ASN-PHE 15 

(c) 95±5 % of the carbohydrate side chains of the biantennary complex type have the following 
sequence and structure: 

N.uAc<i2.3GaUl-4GlcNAcJ1.2M»aal 



N«uAea2-3G*tfI-4GlcNAeJl-2Mma<»l 



Maa41-4GleNAe£1.4GlcNAc 
3 I 

Fueal-6 



(d) it can be obtained by cultivating the recombinant cell line BIC 8622 (ECACC 87040301) and 
isolating it from the cell supernatant. 

8. A pharmaceutical composition comprising human IFN-01 produced with the method of claim 6 or a 
human IFN-,81 according to claim 7. 

9. A pharmaceutical composition according to claim 8 for treating viral infections. 
Revendications 

1. Molecule d'ADN recombinant pSVtss~AsulFN (DSM 4078P) ayant la carte de restriction indiquee sur la 
figure 2. 

2. Lignee cellulaire recombinante pour preparer I'lFN-betal humain avec un rendement ameliore, obtenue 
par transfection avec la molecule d'ADN recombinante selon la revendication 1. 

3. Lignee cellulaire recombinante pour preparer I'lFN-betal humain avec des rendements ameliores 
obtenue par co-transfection avec la molecule d'ADN recombinante selon la revendication 1 et le 
vecteur pAdD26SV(A)-3(DSM 4076 P). 

4. Lignee cellulaire recombinante selon la revendication 2 ou 3, dans laquelle la lignee cellulaire de depart 
est une lignee cellulaire CHO DHFR - , de preference une lignee cellulaire derivant de la CHO-K1 
(ATCC CCL61). 

5. Lignee cellulaire recombinante BIC 8622 (ECACC 87040301). 

6. Precede de preparation constitutive de I'lFN-betal humain, dans lequel on cultive une lignee cellulaire 
recombinante selon I'une des revendications 2 a 5, et on isole I'lFN-betal du surnageant cellulaire. 

7. IFN-betal humain presentant les caracteristiques suivantes : 

(a) la composition relative en acide amines (+ ou - 10 %) apres 22 heures d'hydrolyse dans du HCL 
6N a 110° C est la suivante : 
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ASX 


17.2 


CYS 




TYR 


8.4 


THR 


7.6 


VAL 


5.3 


PHE 


9.3 


SER 


8.4 


MET 




HIS 


5.0 


GLU 


24.6 


ILE 


9.6 


LYS 


10.9 


GLY 


7.6 


LEU 


25.1 


TRP 




ALA 


7.2 


PRO 


1.6 


ARG 


10.4 


* non determine 



(b) la sequence d'acides amines N-terminale est la suivante : 

H 2 N-MET-SER-TYR-ASN-LEU-LEU-GLY-PHE-LEU-GLN-ARG-SER-SER-ASN-PHE , 5 

(c) 95 + ou - 5 % des chaTnes laterales hydrates de carbone du type complexe bi-antennaire 
presentent la sequence et la structure suivantes : 

N«uAea2-3GaWl-4GlcNAc01-2M«aal 



Mu41~«GlcNAc01.4GlcNAc 
3 I 
/ FucaI-6 

N«uAea2-3G*m-<GlcNAe41-2M«LaI 

(d) on peut I'obtenir par culture de la lignee cellulaire recombinante BIC 8622 (ECACC 87040301) et 
isolement a partir du surnageant cellulaire. 

Medicament contenant un IFN-betal humain prepare par le procede selon la revendication 6, ou un IFN- 
betal humain selon la revendication 7. 

Medicament selon la revendication 8, pour le traitement des infections virales. 
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Abb. I 

pBR 13 
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Abb. II 




mit Xbal schneiden 
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